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Beschreibung 

Die Erfindung betrrfft ein Mittel mit zerstorender Wirkung auf maligne Tumore, ein Verfahren zu dessen 
Hersteilung und eine Preparation zur Anwendung in der Therapie von Krebserkrankungen. 

5 Es ist bekannt, daR bei Patienten mit malignen Tumoren eine hochsignrfikante Vermehaing von alpha- 

KetoglutarsSure im Blut feststellbar ist Hierbei werden Blutspiegel von 0,30 mg % genannt, wihrend der nor- 
male Blutspiegel mit 0,18 mg % angegeben wird. Dieser erhohte Blutspiegel konnte durch Verabreichung von 
Kalium-Magnesium-Aspartat, allerdings nur fur die Dauer der Verabreichung, normalisiert werden, wobei auch 
eine Besserung des Allgemeinzustandes des Patienten erzielt werden konnte (L. Kronberger und E. Fink, 

10 n N achbeha ndlu ng operierter Karzinompatienten mit Aspartaf, Wissenschafti iche Gesellschaft der Arzte in der 
Steiermark, Vortr§ge vom 11.12.1970, Auszug aus den Sitzungsberichten). 

Andererseits wurde von K. Schelstraete et al, The British J. of Radiology, Vol 55, Nr. 659 (1982), Se'rten 
797 bis 804 festgestellt, da& maligne Tumore eine durch Positron Emission Computer Tomographic bestimm- 
bare vermehrte Aufnahme von 13 NM 3 zeigen, die nach erfolgreicher Behandlung sol cher Tumoren zuruckgeht 

15 Diese erhohte 13 NH 3 -Aufnahme ist betrachtlich und betragt bei manchen malignen Tumoren vier bis funfmal 
so viel wie bei normalen Geweben. 

Es ist auch bekannt, da& in einer Reihe von malignen Tumoren ein Gehalt an biogenen Aminen, wie z.B. Dopa- 
min, 5-Hydroxytryptamin, Epinephrin und Norepinephrin nachweisbar sind, die aus Precursor-Substanzen 
durch Decarboxyiierung entstehen. (R. Narotzky und W. Bondareff, The J. of Cell biology, 63, 1974, 64-70; L.V. 

20 Bader, A.W.J. Lykke und H. Hinterberger, Pathology 9, 1977, 353-358). 

Der voriiegenden Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, da& der erhdhte Blutspiegel an der alpha-Ketoglu- 
tarsaure auf eine Storung des Zitronensaurecyclus in den Zellen des Tumors zuruckzufuhren sein kdnnte und 
diese wegen ihres stark sauren pH-Wertes fur den Tumor schadliche Substanz aus dem Tumorgewebe aus- 
geschieden wird, wozu der in solchen Tumoren in erhohtem Ausmaft vorhandene Ammoniak bzw. die vorhan- 

25 denen Amine dienen. 

Uberraschenderweise konnte darauf aufbauend gefunden werden, da& bei Verabreichung von grSfieren 
Mengen an alpha-Ketoglutarsaure an Patienten mit malignen Tumoren zwecks Erzielung eines Serumspiegels 
an dieser Substanz, der dann uber jenem liegt, der bei solchen Patienten gefunden wird, bei gleichzeitiger Ver- 
abreichung einer wassertoslichen, physiologisch vertraglichen Substanz, die in enzymunabhangiger Reaktion 

30 Ammoniak und Amine unter Azomethinbildung zu binden vermag, diese offenbar dem Selbstschutz des Tumors 
dienende Ausscheidungsreaktion zum Eriiegen kommt und eine Anreicherung an alpha-Ketoglutars§ure im 
Tumor die Folge ist, was zu einer bis zur volligen Eliminierung des Tumors fuhrenden Schadigung desselben 
fuhrt Als Substanzen, die die Forderung nach einer Bindung von Ammoniak und Aminen in idealer Weise erful- 
len, haben sich 5-Hydroxymethylfurfural, Dehydroascorbins§ure, Maltol und Vanillin erwiesen. 

35 Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist demnach ein Mittel mit zerstorender Wirkung auf maligne 
Tumore, das dadurch gekennzeichnet ist, da& es als Wirkstoffe alpha-Ketoglutarsaure und eine oder mehrere 
zur Azomethinbildung befahigte Verbindungen aus der Gruppe 5-Hydroxymethylfurfural, Dehydroascorbin- 
siure, Maltol und Vanillin enthSlt. 

Das Mittel gemafc voriiegender Erfindung kann sowohl ein intravends zu verabreichendes Mittei, vorzugsweise 
40 eine Infusion, als auch ein auf anderem Wege, wie z.B. ein oral Oder rectal zu verabreichendes Mittel, Oder in 
Fallen von Erkrankungen von nach au&en geoffneten Korperhohlen auch eine Spulung sein. Die Anwendung 
als Infusion ist deshaib sehr gunstig, weil hiermit am verlaBlichsten ein gleichma&iger und hoher Blutspiegel 
an beiden Wirkstoffen erzielt wird, der gewahrieistet, da& die erfindungsgemaRe zerstorende Wirkung auf den 
Tumor voll entfaltet wird. 

45 Oral zu verabreichende Formen wie Kapseln, Tabletten, aber auch Suspensionen oder Losungen, sowie 
rectal zu verabreichende Formen bieten sich vorallem fur die Nachbehandlung von bereits erfolgreich mit dem 
erfindungsgema&en Mittel behandelten Patienten an, die bereits in hausliche Pflege entiassen wurden. Damit 
ist aber der Anwendungsbereich dieser Dameichungsformen keinesfalls erschopft. Sie sind vielmehr auch dort 
zu empfehlen, wo sie einen direkten Zugang zum Krankheitsherd ermoglichen, wie dies z.B. bei malignen 

50 Erkrankungen des Verdauungstraktes, einschlieftlich des Colons, der Fail ist. Das gleiche gilt fur Spulungen, 
die beispielsweise fur die Mundhohle Vorteile bieten konnen oder fur salbenartige Zubereitungen, pastose Auf- 
tragungen oder Tinkturen zur Behandlung von malignen Erkrankungen der Haut 

Da alpha-Ketoglutarsaure eine starke Saure ist, ist es erforderiich, diese Saure zur Vermeidung von Unvertra- 
glichkeitserscheinungen durch Zugabe von Alkalien so weit abzustumpfen, dafi der pH-Wert des Mittels in 
55 einen physiologisch vertriglichen Bereich zu liegen kommt. Die Anforderungen richten sich dabei nach der Dar- 
reichungsfonm, fur die das Mittel bestimmt ist In der Regel ist es zweckmaSig, einen pH-Wert von 4-6 einzu- 
stellen. 

Eine Ausnahme bildet die orale Darreichungsfonm, bei der der pH-Wert deutlich niedriger liegen kann. 
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Fur diese Einstellung des pH-Wertes sind jedoch alle jene Substanzen, namlich Ammoniak und Amine, 
auszuschlieBen, die mit der Oxogruppe der zur Azomethinbildung befihigten Verbindu ngen reagieren wurden, 
da damit die erfindungsgemaB zu entfaltende Wirkung dieser Verbindu ngen verioren gehen wurde. 
Im Falle einer festen Danreichungsform hat es sich als zweckmaBig erwiesen, die Abstumpfung der Ketoglu- 
5 tarsaure dadurch zu erreichen, daB man sie gleich ganz Oder teiiweise in Form eines ihrer Monosalze mit phy- 
siologisch vertraglichen Kationen einsetzt 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, im erfindungsgemaBen Mittel die alpha-Ketoglutarsaure gegenuber 
der zur Azomethinbildung befahigten Verbindung in einem gewichtsmaBigen UberschuB einzusetzen. 

ZweckmaBig soli das Gewichtsverhaltnis zwischen alpha-Ketoglutarsaure und der zur Azomethinbildung 
10 befahigten Verbindung im Bereich von 2 : 1 bis 12 : 1 liegen, wobei ein Gewichtsverhaltnis von 3 : 1 bis 8 : 1 
bevorzugt und ein solches von 6 : 1 besonders bevorzugt ist 

Es hat sich femer als gunstig erwiesen, dem erfindungsgemaBen Mittel ein Monosaccharid, insbesondere 
Glucose Oder Fructose, zuzusetzen, da die sauren Metabolite desselben die Wirkung der alpha-Ketoglutar- 
saure auf den malignen Tumor unterstutzen und uberdies auch eine stabilisierende Wirkung auf das Mittel aus- 
15 geubt wird. Mittel, die nicht der intravendsen Verabreichung dienen, konnen anstelle von Monosacchariden 
auch Disaccharide enthalten, die ebenfails stablisierend wirken, bei oral zu verabreichenden Mitteln daruber- 
hinaus auch geschmacksverbessernd sind. SchlieBlich ist die Einverleibung der ublichen, fur den Organismus 
notigen Elektrolyte zweckmaBig, wobei deren Art und Zusammensetzung vorteilhafterweise so gewahlt wird, 
daB gleichzeitig die erwunschte Einstellung des pH-Wertes erzielt wird. Als lonen, die dem erfindungsgemaBen 
20 Mittel zweckmaBig zugefuhrt werden, sind als Kationen das Natrium-, Kalium-, Calcium-, Magnesium- und Zin- 
kion, als Anionen das Chloridion und das Phosphation zu nennen, wobei letzteres durch die Wahl von primarem 
Oder sekund§rem Phosphat eine gunstige M6glichkeit der pH-Regulierung bietet. Naturiich kann Phosphat 
auch in Form von Glycerophosphat in das Mittel eingebracht werden. 

Als zur Azomethinbildung befahigte Verbindung ist 5-Hydroxymethylfurfural besonders bevorzugt. 
25 Fur die Formulierung des erfindungsgemaBen Mittels als Infusions- losung hat sich beispielsweise folgende 
Zusammensetzung sehr bewahrt 





alpha-Ketoglutarsaure 


5 


- 20 


g/l 


30 


5-HydroxymethyIfurfura! 


1 


- 3 


g/l 




Glucose 


20 


-100 


g/i 




Natrium 


60 


-160 


mmol/l 


35 


Kalium 


15 


- uo 


mmol/l 




Calcium 


3 


- 6 


mmo!/l 


AO 


Magnesium 


3 


- 6 


mmol/l 


Zink 


0,03 


- 0,1 


mmol/l 




Chloridion 


10 


- 25 


mmol/l 




Phosphation 


15 


- 30 


mmol/l 



45 

wobei mit einer Zusammensetzung 



50 



55 
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alpha-Ketoglutarsaure 


6,0 - 


16,0 


g/J 


5-Hydroxymethylfurfura! 


1,0 - 






Glucose 


20 - 


50 


g/i 


Natrium 


70 -1 


60 


mmol/l 


Kalium 


20 - 


HQ 


mmol/l 


Calcium 


*\ - 


6 


mmol/l 


Magnesium 


A 


6 


mmol/l 


Zink 


0,07- 


0,1 


mmol/l 


Chloridion 


16 - 


25 


mmol/l 


Phosphation 


20 - 


30 


mmol/l 



besonders gute Ergebnisse erzielbar waren. 

Fur die orale Verabreichung konnen sowohl feste Formen wie Kapseln oder Tabletten ats auch Suspen- 
sionen, die beispielsweise durch Aufschlammung von Granu!atan entstehen, und schlie&lich auch Losungen 

20 eingesetzt werden, wobei in den beiden letztgenannten Fallen die zur Azomethinbildung befahigte Verbindung 
keinen intensiven oder gar unangenehmen Geschmack besitzen sollte. Auch hier hat sich 5-Hydroxymethyl- 
furfural besonders bewahrt. Wie schon erwahnt, bietet die orale Form die Moglichkeit, direkt an Krankheits- 
herde im Verdauungstrakt heranzukommen, wobei es vorteilhaft ist, die Formuiierung des Mittels je nach 
Einwirkungsort zu modifizieren. Wahrend bei einem Karzinom im Magen Suspensionen oder Losungen zur 

25 Behandlung sehr geeignet sind, hat sich fur die Behandlung von Dunndarmcarcinom die Anwendung des erfin- 
dungsgem&Ben Mittels in Form von Tabletten, die mit einem magensaftresistenten Uberzug versehen sind, 
besonders bewahrt Karzinome des Colons konnen au&er mit Infusionen auch mit einer Form des erfindungs- 
gemaBen Mittels behandelt werden, das in Form eines Klistiers verabreicht wird. In diesem Fall ist es zweck- 
maBig, dem erfindungsgemSBen Mittel, das die Wirkstoffe gelost enthfilt, ein Verdickungsmittel, wie z.B. 

30 Methylcellulose, Acetylcellulose oder Polyethylenglycol zuzusetzen, urn Reizungen im Darm, die zum AusstoB 
des Mittels fuhren konnten, moglichst zu vermeiden. SchlieBlich konnen von auBen zugangliche Karzinome 
oder Metastasen lokal, etwa durch salbenartige Zubereitungen oder pastose Auftragungen behandelt werden, 
wobei zweckmaBig Zusatze wie z. B. Dimethylsulfoxyd einverleibt werden, die den Durchgang der Wirkstoffe 
durch die Haut begunstigen. 

35 Die Herstellung des erfindungsgemaBen Mittels gelingt, indem man die beiden Wirkstoffe auf in der Galenik 
ubtiche Weise in eine homogene Mischung uberfuhrt, die im Falle der Herstellung einer Losung gleichzeitig 
mit einer Aufnahme in einem Verdun nungsmittel, vorzugsweise Wasser, hergestellt werden kann. Vor, wahrend 
oder nach erfolgter Mischung und Aufnahme in einem Verdunnungsmittel oder Mischung mit einem Streckmit- 
tel, wird der pH-Wert durch Zuf uhrung von Alkalien, nicht aber von Ammoniak oder Aminen , auf den gewunsch- 

40 ten Wert eingestellt. Wird das erfindungsgemaBe Mittel in Form einer waftrigen Losung, etwa als 
Infusionslosung, zubereitet, geht man vorzugsweise so vor, da& zuerst die alpha-Ketocarbonsaure und die 
anderen Bestandteile in Wasser gelost werden und der pH-Wert bevorzugt auf den Bereich von 4-6 eingestellt 
wird, bevor jene Verbindung zugefugt wird, die zur Azomethinbildung befShigt ist. Im Falle der Herstellung einer 
festen Darreichungsform werden die Wirkstoffe und die ubrigen Zusatze in ublicher Weise gemischt, gegebe- 

45 nenfalls auch gemeinsam granuliert. Die Einstellung des gewunschten pH-Bereiches kann in diesem Fall 
zweckma&igerweise durch Einsatz eines entsprechenden Teiles oder der gesamten Menge der alpha-Keto- 
glutarsaure in Form eines ihrer Monosalze vorgenommen werden. Dazu bietet sich das Mono-Na-Salz beson- 
ders an, sehr zweckmaBig ist auch der Einsatz von Monosalzen des Kaliums, Magnesiums oder des Zinks, 
wobei auch Mischungen von verschiedenen Monosalzen verwendet werden konnen, urn die Menge an den ein- 

50 zelnen Kationen den physiologischen Bedingungen anpassen zu konnen. Auch im Falle der festen Zuberei- 
tungen ist es bevorzugt, zunachst das Monosalz der alpha-Ketoglutarsaure oder dessen Mischung mit der 
freien Saure mit den ubrigen Bestandteilen wie Elektrolyte, Streckmittel und gegebenenfalls auch Zucker zu 
mischen, bevor jene Verbindung zugesetzt wird, die zur Azomethinbildung betehigt ist. Es hat sich als gunstig 
erwiesen, die Herstellung des erfindungsgem3Ben Mittels, besonders dann, wenn es sich urn eine Losung han- 

55 delt, unter Inertgasatmosphare vorzunehmen, was helfen soil, oxydationsempfindliche Stoffe, wie z.B. 5-Hydro- 
xymethylfurfiiral vor einer Aktivitatsverminderung zu schutzen. 

Bei der Anwendung des erfindungsgemaBe n Mittels in derTherapie von Patienten mit malignen Tumoren 
an verschiedenen Organen wie Lunge, Bronchien, Brust, Blase, Magen, Haut und dergleichen konnte bei einer 
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taglichen Verabreichung des erfindungsgemaRen Mittels fiber einen Zeitraum von einigen Wochen, beispiels- 
weise etwa 1-2 Monate, bereits ein Stadium erzielt werden, in dem der zuvor deutlich sichtbare Tumor im R6nt- 
genbild nicht mehr nachweisbar war und auch eventuell vorhandene Metastasen erfoigreich bekampft waren. 
Hand in Hand mit diesem manifesten Behandlungserfolg ging auch eine entscheidende Besserung des AJIge- 

5 meinzustandes der Patienten. Auffallend rasche Behandlungserfolge wurden dort registriert, wo sich das 
Krebsgeschehen noch in einem fruhen Stadium befand. 

Ein besonderer Vorzug des erfindungsgema&en Mittels liegt auRerdem darin, daB schadliche Oder auch 
nur unangenehme Nebenwirkungen nicht beobachtet werden konnten. Die Tagesdosis in der eigentiichen 
Behandlungsphase betragt in der Regel etwa 3-30 g alpha-Ketoglutarsaure und 1-5 g Verbindung, die zur Azo- 

10 methinbildung befahigt ist, vorzugsweise 5-Hydroxymethylfurfural, wobei sich die Hone der Taggesdosis inner- 
halb dieses Bereiches nach Schwere des Falles, jedoch auch nach dem Allgemeinzustand des Patienten 
richtet In Fallen, in denen der Krankheitsherd nicht durch Erzeugung eines Blutspiegels an den erfindungs- 
gemaB gewahlten Wirkstoffen sondem durch direkte Einwirkung der Wirkstoffe auf den Krankheitsherd 
bekampft werden soil, wie dies z.B. bei Erkrankungen im Gastrointestinaltrakt durch orale oder rectale Gabe 

15 moglich ist, kann die Tagesdosis in der Regel etwas niedriger gehalten werden. Sie betragt dann meistens etwa 
3-9 g alpha-Ketoglutarsdure und 0,5-1,5 g Verbindung, die zur Azomethinbildung befahigt ist 

Etwa die gleiche Dosis ist auch angezeigt, wenn im Zuge einer nicht stationar durchgefuhrten Infusions- 
behandlung einzelne Tage, an denen eine Infusion nicht moglich ist, durch orale Gaben Qberbrfickt werden 
sollen. Es ist gflnstig, nach Erreichen eines Behandlungserfolges eine Nachbehandlung des Patienten unter 

20 Verabreichung des erfindungsgema&en Mittels in geringerer Tagesdosis, vorzugsweise in fur die orale oder 
rectale Verabreichung geeigneter Form, anzuschlie&en, urn den erreichten Erfolg zu stabiiisieren. In diesem 
Fall ist es empfehlenswert, mit der oben genannten Dosierung fur die lokale Anwendung zu beginnen. In den 
meisten Fallen kann dann die Dosis weiter reduziert werden, beispielsweise sogar bis zu einer Tagesdosis von 
2,25 g alpha-Ketoglutarsaure und 0,375 g der Verbindung, die zur Azomethinbildung befahigt ist. 

25 In den nachfolgenden Beispielen werden detaillierte Beispiele fur behandlungsgerechte Formen des erfin- 

dungsgema&en Mittels und deren Anwendung in der Krebstherapie gegeben, ohne die vorliegende Erfindung 
darauf beschranken zu wollen. 

Beispiel 1: 

30 

6 g alpha-Ketoglutarsaure werden gemeinsam mit 50 g Glucose bei Raumtemperatur in 900 ml Wasser, 
das durch Begasen sauerstoffarm gemacht wurde, gelost, worauf durch Zugabe von 2 g festem Natriumhydro- 
xyd der pH-Wert der Losung auf einen Wert fiber 4 gebracht wird. Nach Eintragen von 2 g 5-Hydroxymethyl- 
furfural wird die resultierende Losung auf 1 1 aufgeffillt. Sie istzum Einsatz als Infusionslosung zur Behandlung 
35 von Patienten mit malignen Tumoren geeignet. 

Beispiel 2: 

Aus folgenden Substanzen 

40 



alpha-Ketog lutar saure 


6,000 


g/i 


5-Hydroxymethylfurfural 


2,000 




Ca!ciumchlorid.2H 2 0 


0,588 


g/i 


KOH 85 %ig 


1 ,320 


9/! 


MgCI 2 .6H 2 0 


0,813 


g/i 


NaOH 


1 ,200 


g/i 


Natrium-Clycerophosphat . 5 HjO 


6,122 


g/l 


ZnCI 2 


0,010 


g/i 


Glucose 


50,000 


g/i 



55 

wird ein Liter einer Losung bereitet, indem man zunachst die alpha-Ketoglutarsaure in destilliertem Wasser bei 
einer Temperatur von etwa 50° C lost, das vorher durch Begasen sauerstoffarm gemacht wurde. In die resul- 
tierende Losung werden dann nacheinander NaOH und KOH, die Elektrolyte sowie die Glucose eingetragen, 
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wobei gleichzeitig ein pH-Wert von uber 4 eingestellt wird. Der so erhaltenen klaren Losung wird schlieRlich 
unter Ruhren das 5-Hydroxymethylfurfural hinzugefugt. Man ertialt so eine Ware, leicht gelbliche Losung, die 
pro Liter 6 g alpha-Ketoglutarsaure, 2 g 5-Hydroxymethylfurfural, 50 g Glucose sowie Elektrolyte in folgenden 
molaren Konzentrationen enthalt 

70,00 mmol/I 
20,00 mmo!/! 
4,00 mmo!/l 
t\,00 mmo!/l 
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Na 
K 

Ca 
Mg 



15 Zn 0,07 mmo!/! 

Chtorld 16,00 mmol/l 

Phosphat 20,00 mmol/l 

20 Der pH-Wert der L6sung betragt 4,90, die Ldsung hat eine berechnete Osmolality von 490 mosmol/kg H 2 0. 
Sie wird zur Anwendung als Infusionslosung in Flaschen von 1/2 Liter Inhalt abgefullt. 

Beispiel 3: 

25 wie in Beispiel 2 beschrieben wird aus 



alpha-Ketoglutarsaure 


16,000 


g/i 


5-Hydroxymethylfurfural 


2,000 


g/l 


NaOH 


4,000 


g/i 


KOH 85 %ig 


2,640 


g/i 


Natrium-Clycerophosphat.SHjO 


9,184 


g/i 


MgCI 2 .6H 2 0 


1 ,220 


g/i 


CaCI 2 .2H 2 0 


0,883 


g/i 


ZnCI 2 


0,014 


g/i 


Glucose 


20,000 


g/« 



40 

1 Liter einer Ldsung bereitet die neben 16 g alpha-KetoglutarsSure, 2 g 5-Hydroxymethylfurfural und 20 
g Glucose Elektrolyte in folgender molarer Konzentration enthalt 



45 


Natrium 


160 


mmo!/! 




Kalium 


<40 


mmo!/! 




Cafcium 


6 


mmo!/! 


50 


Magnesium 


6 


mmo!/! 


Zink 




mmo!/! 




Chlorid 




mmo!/! 




Phosphat 


30 


mmo!/! 



55 

Der pH-Wert der Losung betragt 4,1, die berechnete Osmolalitat etwa 530 mosmol/kg H 2 0. Die Losung 
wird in Infusionsflaschen von 1/2 Liter Inhalt abgefullt. 
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Beispiel 4: 



Wie in Beispiel 2 beschreiben wird aus 



5 


alpha-Ketoglutarsaure 


12,000 g/l 




5-Hydroxymethylfurfural 


2,000 g/l 




CaCI 2 .2H 2 0 


0,883 g/l 


10 


KOH 85 %ig 


1,980 g/l 


MgC! 2 .6H 2 0 


1,220 g/l 




NaOH 


2,800 g/l 




Na 2 -Glycerophosphat.5H 2 0 


9,184 g/l 


15 


ZnC! 2 


0,019 g/l 




Glucose 


20,000 g/l 



1 Liter einer Losung bereitet, die die beiden Wirkstoffe im Verhaltnis 6 : 1 enthalt Weiters sind Elektrolyte 
20 in folgender molarer Konzentration zugegen: 



Na 


130,0 mmol/l 


K 


30,0 mmol/l 


Ca 


6,0 mmo!/I 


Mg 


6,0 mmol/l 


Zn 


0,1 mmol/I 


Chlorid 


24,2 mmol/l 


Phosphat 


20,0 mmol/l 



Der pH-Wert der Losung betragt 4,68. Sie wird in Infusionsflaschen von 1/2 Liter Inhalt abgefulit. 

35 

Beispiel 5: 

345,12 g a!pha-Ketoglutarsaure-mono-Na-Salz, 0,8 g Zinkoxyd und 1204 g Staubzucker werden in einem 
Planetenmischer trocken gemischt und durch ein Sieb der Maschenweite 0,7 mm gesiebt. Das so erhaltene 

40 Material wird in den Mischer zuruckgegeben und bei laufendem Mischwerk mit 1 00 g destilliertem Wasser ver- 
setzt und bis zur Agglomeratbildung gemischt. Nach Trocknung bei 50° C wird das Produkt durch ein Sieb der 
Maschenweite 1 ,25 mm granuliert und in einem Planetenmischer mit 50,0 g 5-Hydroxymethylfurfural gemischt. 
Der pH-Wert betragt etwa 3. Man erhalt 1600 g einer Masse, die als Trinkgranulat eingesetzt werden kann. 
Sie wird in Portions beutel zu je 4 g abgefulit. Dieser Portionsbeutel enthalt 0,75 g alpha-Ketoglutarsaure und 

45 0,125 g 5-Hydroxymethytfurfural. 

Beispiel 6: 

1,2 g alpha-Ketoglutarsaure werden in Form des Mono-Na-Salzes mit 0,2 g 5-Hydroxymethylfurfural, 3,6 
50 g Saccharose und 0,002 g Zinkoxyd gemischt und durch Zusatz von Wasser bis zu einem Volumen von 20 ml 
in Losung gebracht. Diese Losung dientzur Hersteilung einer Trinkampulle. 

Die Praparate gemaft den Beispielen 5 und 6 sind zur oralen Verabreichung, insbesondere zur Behandlung 
von Fallen mit Karcinom der oberen Verdauungsorgane wie des Magens vorgesehen. 

55 Beispiel 7: 

Die gleichen Stoffe wie in Beispiel 6, jedoch mit dem Unterschied, dad anstelle der Saccharose ubliche 
Gleit- und Sprengmittel eingesetzt werden, werden zu Tabletten verarbeitet und anschlieftend mit einem 
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magensaftresistenten Oberzug versehen. Sie konnen zur Behandiung von Tumoren des Dunndarms dienen. 
Beispiel 8: 

5 1 5 g Methyl zellulose, die in Form eines flussigen Schleimes vorliegt, werden mit 6 g alpha-Ketoglutarsaure, 

1,2 g NaOH, 0,726 g 85 %iger KOH, 16 g NaH 2 P0 4 .2H 2 0 und 6 g Na 2 HP0 4 .12H 2 0 und schlie&lich mit 1 g 
5-Hydroxymethylfurfural gemischt 

Die resultierende Losung einer Viskositat von 20-50 cp und einem pH-Wert von etwa 6 wird auf 1 1 aufgefullt. 
Sie kann in Portionen von 1/4 Liter als Kiistier verabreicht werden und dient bevorzugt zur Behandiung von 
10 Kolonkarczinomen, wobei die Tagesdosis 2 Klistiere betragt. 

Beispiel 9: 

Ein 33jahriger mannlicher Patient mit einem huhnereigroBen, inoperablen Bronchialkarzinom mit infauster 
15 Prognose erhielt uber 30 Tage taglich 1/2 Liter der Losung gem§S Beispiel 2 infundiert, entsprechend einer 
Tagedosis an alpha-Ketoglutarsaure von 3 g und einer solchen an 5-Hydroxymethylfurfural von 1 g. Nach 
Ablauf der 30 Tage war der Tumor rontgenologisch nicht mehr sichtbar. Der vorher stimmungsma&ig depressiv 
eingestellte Patient wurde wieder positiv gestimmt und entwickelte einen lebhaften Appetit. 

20 Beispiel 10: 

Ein mannlicher Patient mit 78 Jahren, der an einem rezidivierenden Blasenkarzinom mit Lungenmetasta- 
sen erkrankt war, erhielt uber 30 Tage je 1/2 Liter der Losung gemaB Beispiel 2 infundiert. Danach waren weder 
der Blasentumor noch die Lungenmetastasen rontgenologisch nachweisbar. 

25 

Beispiel 11: 

Einer 70 Jahre alten Patientin wurde ein ulzerierendes Mammakarzinom mit mutiplen lokalen Metastasen 
chirurgisch entfernt. Da sich unmittelbar nach der Operation wieder Metastasen ausbildeten, wurde ihr taglich 
30 1/2 Liter der L6sung gem§B Beispiel 2 infundiert. Diese Infusionsbehandlung muRte nach 7 Tagen wegen Vene- 
nunvertraglichkeit abgebrochen werden. Da sich kurze Zeit nach Abheilung des Operationsfeldes im verheilten 
Operationsgebiet eine Metastase in Form eines harten Knotens bildete, wurde die Infusionsbehandlung unter 
Beachtung grd&ter Sorgfalt bei der Verabreichung wieder aufgenommen. 

Nach 7 Infusionen von je 1/2 Liter der L6sung gemaB Beispiel 2 war der harte Knoten verflussigt, nach weiteren 
35 7 Infusionen war das Gebiet des ursprunglichen harten Knotens unauffallig. Die Infusionsbehandlung wurde 
sicherheitshalber 6 Tage fortgesetzt 

Beispiel 12: 

40 Ein 87 Jahre alter Patient der an einem primaren Prostatakarzinom mit Lungenmetastasen lift, die haufig 

Bluthusten und Atembeschwerden verursachten, erhielt taglich uber 16 Tage 1/2 Liter der Losung gemaS Bei- 
spiel 2. Bei der dann vorgenommenen Zwischenuntersuchung hatte die Prostata wieder die normale Konsi- 
stenz und die Rundherde in der Lunge waren am R6ntgenschirm nicht mehr sichtbar. Der Patient hatte keinen 
Hustenreiz mehr und konnte nach seiner Angabe wieder leicht atmen. 

45 

Beispiel 13: 

Bei einem Patienten mit Morbus Hodgkin (Lymphogranulomatose) im Stadium IV mit infauster Prognose 
wurde nach 15 Infusionen von je 1/2 Liter der Losung nach Beispiel 2 folgender Zwischenbefund erhoben: 
so von den angeschwollenen Lymphknoten an Hals, Achselhohlen und Leisten waren die Achsellymphknoten 
abgeschwollen, die ubrigen Lymphknoten waren noch geschwollen, der Arzt stellte jedoch eine Besserung des 
Gesamtzustandes des Patienten fest. 

Beispiel 14: 

55 

Ein Patient, bei dem bei einer Nachuntersuchung nach einem Magengeschwur ubereine Gastroskopie eine 
ausgepragte Pracancerose festgestellt wurde und dem eine weitgreifende Magenteilresektion empfohlen 
wurde, erhielt uber 4 Tage 3 x taglich eine Portion des Trinkgranulates gemafc Beispiel 5, das in Wasser auf- 
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geschlammt wurde, in Form einer Rollkur verabreicht Bei deram 4. Tag vorgenommenen Nachuntersuchung, 
bei der nocheinmal Proben der Magenschleimhaut entnommen wurden, konnte keine Malignitit im zytologisch 
untersuchten Gewebe mehr festgestellt werden. Der Patient setzte daraufhin die Behandlung mit der gleichen 
Tagesdosis an dem Trinkgranulat gemad Beispiel 5 noch 6 Wochen hindurch fort Bei der anschliedenden zwe'h 
5 ten Nachuntersuchung konnte bei den entnommenen und zytologisch gepruften Proben der Magenschleimhaut 
ebenfalls keine Malignitat mehr festgestellt werden. 

Beispiel 15: 

10 Eine 79jahrige Patientin mit einem Mammakarzinom, das palliativ operiert wurde, zeigte nach erfolgter 
Operation eine Lymph knotenschwellung, die die Absiedlung von Fernmetastasen anzeigte. Bei schlechtem All- 
gemeinzustand und Gewichtsveriust wurde mit einer Infusionstherapie unter Verwendung der Losung gemad 
Beispiel 2 bei einer Tagesdosis von 1 g 5-Hydroxymethylfurfural und 3 g alpha-Ketoglutarsaure begonnen. 
Nach der 6. Infusion war eine deutliche Besserung zu verzeichnen. Nach der Verabfolgung von insgesamt 14 

is Infusionen wurde dann auf eine orale Weiterbehandlung umgestellt, bei der die Patientin taglich 3 Portionen 
des Trinkgranulates gemSd Beispiel 5, das sind also 2,25 g alpha-Ketoglutarsaure und 0,375 g 5-Hydroxy- 
methylfurfural pro Tag, erhielt. 

Diese orale Therapie wurde 6 Monate fortgesetzt. Bei einer darauffolgenden Kontrolluntersuchung war die 
Lymphknotenschwellung nicht mehr tastbar und auch im Rontgenbild nicht mehr nachweisbar. Die Patientin 
20 hatte eine Gewichtszunahme zu verzeichnen und zeigte ein wesentlich gebessertes Allgemeinbefinden. 

Prinzipiell kfinnen auch alle anderen bosartigen Tumorerkrankungen, die mit einer ErhShung der alpha- 
Ketoglutarsaure im Serum verbunden sind, auf gleiche Weise behandelt werden. 



25 Patentanspruche 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, LU, NL, SE 

1. Mittel mit zerstorender Wirkung auf maligne Tumore, dadurch gekennzeichnet, dad es als Wirkstoffe 
30 alpha-Ketoglutarsaure und eine Oder mehrere zur Azomethinbildung befahigte Verbindungen aus der Gruppe 

5-Hydroxymethytfurfural, Dehydroascorbinsiure, Maltol und Vanillin enthalt 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die alphaKetoglutarsaure zur zur Azomethinbil- 
dung befahigten Verbindung in einem Gewichtsverhaltnis von 2 : 1 bis 12 : 1 voriiegt. 

3. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft das Gewichtsverhaltnis 3 : 1 bis 8 : 1 betragt. 
35 4. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dad es auderdem Glucose Oder Fruc- 
tose enthalt. 

5. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dad es auderdem Elektrolyte aus 
der Gruppe Natrium-, Kalium-, Calcium-, Magnesium- und Zinkion, zusammen mit Chloridion und Phosphation 
als Anionen enthSlt. 

40 6. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,dad es in einer festen oder flussigen, 
oral zu verabreichenden Darreichungsform voriiegt, die die alpha-Ketoglutarsaure zumindest zum Teil in Form 
ihres Mono-Na- oder Mono-K-Salzes enthalt. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Mittels gemad einem der Anspruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dad 
die alpha-Ketoglutarsaure und die zur Azomethinbildung beffihigte Verbindung unter Mischung in eine zur intra- 

45 venosen, oralen oder rectalen Verabreichung oder fur die auderiiche Anwendung geeignete Form gebracht, 
und vor, wahrend oder nach der Mischung der Wirkstoffe der pH-Wert durch Zusatz von Alkalien, nicht aber 
von Ammoniak oder Aminen, auf den physiologisch vertraglichen Bereich eingestellt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7 zur Herstellung einer insbesondere zur intravenosen Verabreichung gee'h 
gneten Ldsung, dadurch gekennzeichnet, dad die alpha-Ketoglutarsaure sowie gegebenenfalls gewunschte 

so weitere Zusatze wie Glucose, Fructose oder Elektrolyte in Wasser gelost werden, in der resultierenden Losung 
der pH-Wert mittels Alkalien auf 4-6 eingestellt und anschliedend die zur Azomethinbildung befahigte Verbin- 
dung zugemischt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 zur Herstellung einer zur oralen oder rectalen Verabreichung geeigneten 
Preparation, dadurch gekennzeichnet, dad die alpha-Ketoglutarsaure durch Zusatz von Alkalien zumindest 

55 zum Teil in eines ihrer Monosalze ubergefuhrt und anschliedend die zur Azomethinbildung befahigte Verbin- 
dung zugefugt wird. 

10. Preparation zur Anwendung in der Therapie von Krebskranken, dadurch gekennzeichnet, dad sie als 
Wirkstoffe alpha-Ketoglutarsaure und eine oder mehrere zur Azomethinbildung befahigte Verbindungen aus 



9 



EP 0 326 826 B1 



der Gruppe 5-Hydroxymethylfurfural, Dehydroascorbinsaure, Maltol und Vanillin enthalt 
Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : ES, GR 

5 1 . Verfahren zur Herstellung eines Mittels mit zerstorender Wirkung auf maligne Tumore, dadurch gekenn- 

zeichntet, dad alpha-Ketoglutarsaure und eine Oder mehrere zur Azomethinbildung befahigte Verbindungen 
aus der Gruppe 5-Hydroxymethylfurfural, Dehydroascorbinsaure, Maltol und Vanillin unter Mischung in eine 
fur die intravenose, orale Oder rectale Verabreichung oder fur die auBerliche Anwendung geeignete Form 
gebracht werden, und vor, wahrend oder nach der Mischung der Wirkstoffe der pH-Wert durch Zusatz von Alka- 

10 lien, nicht aber von Ammoniak oder Aminen, auf den physiologisch vertraglichen Bereich eingestellt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die alpha-KetoglutarsSure mit der zur Azo- 
methinbildung befahigten Verbindung in einem Gewichtsverhaltnis von 2 : 1 bis 12 : 1 gemischt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft die Mischung in einem Gewichtsverhaltnis 
von 3:1 bis 8 : 1 vorgenommen wird. 

15 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB auBerdem Glucose oder 
Fructose zugesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB auBerdem Elektrolyte aus 
der Gruppe Natrium-, Kalium-, Calcium-, Magnesium- und Zinkion zusammen mit Chloridion und Phosphation 
als Anionen zugesetzt werden. 

20 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB zur Herstellung einer festen 

oder flussigen, oral zu verabreichenden Darreichungsform die alpha-Ketoglutarsaure zumindest zum Teil in 
Form ihres Mono-Na- oder Mono-K-Salzes eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB insbesondere zur Herstel- 
lung einer zur intravendsen Verabreichung geeigneten Losung die alpha-Ketoglutarsaure sowie gegebenen- 

25 falls gewunschte weitere Zusatze wie Glucose, Fructose oder Elektrolyte in Wasser gelost werden, in der 
resultierenden Ldsung der pH-Wert mittels Alkalien auf 4-6 eingestellt und anschlieBend die zur Azomethinbil- 
dung befahigte Verbindung zugemischt wird. 



30 Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, LU, NL, SE 

1. An agent having a destructive action on malignant tumors, which contains as active substances alpha- 
35 ketoglutaric acid and one or more compounds capable of azomethine formation, selected from the group com- 
prising 5-hydroxymethylfurfural, dehydroascorbic acid, maltol and vanillin. 

2. An agent as claimed in claim 1, wherein the ratio by weight of alpha-ketoglutaric acid to the compound 
capable of azomethine formation is 2:1 to 12:1. 

3. An agent as claimed in claim 2, wherein the ratio by weight is 3:1 to 8:1 . 

40 4. An agent as claimed in any of claims 1 to 3, which additionally contains glucose or fructose. 

5. An agent as claimed in any of claims 1 to 4, which additionally contains electrolytes selected from the 
group comprising the sodium, potassium, calcium, magnesium and zinc ion, together with the chloride ion and 
phosphate ion as anions. 

6. An agent as claimed in any of claims 1 to 5, which is present in a solid or liquid administration form to 
45 be administered orally, which contains the alpha-ketoglutaric acid at least in part in the form of its mono-Na or 

mono-K salt. 

7. A method for the production of an agent as claimed in any of claims 1-6, which comprises bringing the 
alpha-ketoglutaric acid and the compound capable of azomethine formation into a form suitable for intravenous, 
oral or rectal administration or for topical application by mixing, and adjusting the pH to the physiologically tol- 

50 erable range by addition of alkalis, but not of ammonia or amines, before, during or after the mixing of the active 
substances. 

8. The method as claimed in claim 7 for the production of a solution which is in particular suitable for 
intravenous administration, wherein the alpha-ketoglutaric acid and, if appropriate, desired further additives 
such as glucose, fructose or electrolytes are dissolved in water, the pH in the resulting solution is adjusted to 

55 4-6 by means of alkalis and the compound capable of azomethine formation is then admixed. 

9. The method as claimed in claim 7 for the production of a preparation suitable for oral or rectal adminis- 
tration, wherein the alpha-ketoglutaric acid is converted at least in part into one of its mono salts by addition 
of alkalis and the compound capable of azomethine formation is then added. 
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1 0. A preparation for use in the therapy of cancer patients, which as active substances contains alphaketog- 
lutaric acid and one or more compounds capable of azomethine formation, selected from the group comprising 
5-hydroxymethylfurfural, dehydroascorbic acid, maltol and vanillin. 

5 Claims for the following Contracting States : ES, GR 

1. A method for the production of an agent having a destructive action on malignant tumors, which com- 
prises bringing alpha-ketoglutaric acid and one or more compounds capable of azomethine formation, selected 
from the group comprising 5-hydroxymethylfurfural, dehydroascorbic acid, maltol and vanillin into a form suit- 
to able for intravenous, oral or rectal administration or for topical application by mixing, and adjusting the pH to 

the physiologically tolerable range by addition of alkalis, but not of ammonia or amines, before, during or after 
the mixing of the active substances. 

2. The method as claimed in claim 1 , wherein the alpha-ketoglutaric acid is mixed with the compound cap- 
able of azomethine formation in a ratio by weight of 2:1 to 12:1. 

15 3. The method as claimed in claim 2, wherein the mixing is carried out in a ratio by weight of 3:1 to 8:1. 

4. The method as claimed in any of claims 1 to 3, wherein glucose or fructose is additionally added. 

5. The method as claimed in any of claims 1 to 4, wherein electrolytes selected from the group comprising 
the sodium, potassium, calcium, magnesium and zinc ion, together with the chloride ion and phosphate ion are 
additionally added as anions. 

20 6. The method as claimed in any of claims 1 to 5, wherein the alpha-ketoglutaric acid is employed at least 
in part in the form of its mono-Na or mono-K salt for the production of a solid or liquid administration form to 
be administered orally. 

7. The method as claimed in any of claims 1 to 6, wherein, in particular for the production of a solution suit- 
able for intravenous administration, the alpha-ketoglutaric acid and, if appropriate, desired further additives 
25 such as glucose, fructose or electrolytes are dissolved in water, the pH in the resulting solution is adjusted to 
4-6 by means of alkalis and the compound capable of azomethine formation is then admixed. 



Revendications 

30 

Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH V LI, DE, PR, GB, IT, LU, NL, 
SE 

1 . Agent £ effet destructeur sur des tumeurs malig nes, caracterise par le fait qu'il contient, comme principes 
35 actrfs, de I'acide alpha-cetoglutarique et un ou plusieurs composes susceptibles de former de I'azomethine, 

choisis dans le groupe constitue de 5-hydroxymethylfurfural, acide deshydro-ascorbique, maltol et vaniiline. 

2. Agent suivant la revendication 1, caracterise par le fait que I'acide alpha-cetoglutarique se trouve par 
rapport au compose susceptible de former de razomethine en un rapport en poids de 2/1 a 12/1. 

3. Agent suivant la revendication 2, caracterise par le fait que le rapport en poids est compris entre 3/1 et 

40 8/1. 

4. Agent suivant Tune des revendications 1 a 3, caract6ris6 par le fait qu'il contient en outre du glucose ou 
du fructose. 

5. Agent suivant Tune des revendications 1 £ 4, caracterise par le fait qu'il contient en outre des electrolytes 
choisis dans le groupe constitue des ions sodium, potassium, calcium, magnesium etzinc, simultanement avec 

45 les ions chlorure et phosphate en tant qu'anions. 

6. Agent suivant i'une des revendications 1 d 5, caracterise par le fa it qu'il se trouve sous une forme solide 
ou iiquide a administrer par voie buccale, qui contient I'acide alpha-cetoglutarique au moins en partie sous 
forme de son sel mono-sodique ou mono-potassique. 

7. Procede de preparation d'un agent selon I'une des revendications 1 & 6, caracterise par le fait que I'acide 
50 alpha-cetoglutarique et le compose susceptible de former de razomethine est amend, avec melange, sous une 

forme appropriee £ ('administration intraveineuse, buccale ou rectale ou & ('application externe, et qu'avant, 
pendant ou apres le melange des principes actrfs, le pH, par addition d'alcalis, mais non pas d'ammoniaque 
ou d'amines, est regie a une vaieur physiologiquement acceptable. 

8. Procede suivant la revendication 7 pour la preparation d'une solution appropriee en particulier & I'adm'h 
55 nistratlon intraveineuse, caracterise par le fait que I'acide alpha-cetoglutarique, ainsi que d'autres additrfs even- 

tueliement souhait6s, tels que glucose, fructose ou electrolytes, sont dissous dans de I'eau, le pH dans la 
solution resultante est regie & une vaieur de 4 £ 6 au moyen d'alcalis, puis le compose susceptible de former 
de I'azomethine est ajoute avec melange. 
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9. Proc6d6 suivant la revendication 7 pour I'obtention d'une preparation appropriee a radministration buc- 
cale ou rectale, caracterise par le fait que I'acide alpha-cetoglutarique, par addition d'alcalis, est transform^ 
au moins en partie en un de ses mono-sels, apres quoi on ajoute le compose susceptible de former de I'azo- 
methine. 

5 10. Preparation pour I'utilisation dans la therapie des cancereux, caracteris6e par le fait qu'elle contient, 

comme principes actifs, de I'acide alpha-cetoglutarique et un ou plusieurs composes susceptibles de former 
de I'azomethine, choisis dans le groupe constitue de 5-hydroxymethylfurfural, acide deshydro-ascorbique, mal- 
tol et vanilline. 

w Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR 

1 . Proc6d6 de preparation d'un agent a effet destructeur sur des tumeurs malignes, caracterise par le fait 
que de I'acide alpha-cetoglutarique et un ou plusieurs composes susceptibles de former de I'azomethine, choi- 
sis dans le groupe constitue de 5-hydroxymethylfurfural, acide deshydro-ascorbique, maltol et vanilline sont 

15 amenes, avec melange, sous une forme appropriee a Tad ministration intraveineuse, buccale ou rectale ou a 
('application externe, et qu'avant, pendant ou apres le melange des principes actifs, le pH f par addition d'alcalis, 
mais ,non pas d'ammoniaque ou d'amines, est regie a une valeur physiologiquement acceptable. 

2. Procede selon ia revendication 1, caracterise par le fait que I'acide alpha-cetoglutarique se trouve par 
rapport au compose susceptible de former de I'azomethine en un rapport en poids de 2/1 a 12/1. 

20 3. Precede selon la revendication 2, caracterise par le fait que le melange est effectue dans un rapport en 

poids compris entre 3/1 et 8/1. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise par le fait qu'on ajoute en outre du glucose 
ou du fructose. 

5. Procede selon I'une des reve ndicaitons 1 a 4, caracterise par le fait qu'on ajoute en outre des electrolytes 
25 choisis dans le groupe constitue des ions sodium, potassium, calcium, magnesium et zinc, simulta n6ment avec 

les ions chlorure et phosphate en tant qu'anions. 

6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise par le fait que, pour obtenir une forme solide 
ou liquide a administrer par voie buccale, on ajoute I'acide alpha-cetoglutarique au moins en partie sous forme 
de son sel mono-sodique ou mono-potassique. 

30 7. Procede selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise par le fait qu'en particulier pour la preparation 
d'une solution appropriee en particulier a ('administration intraveineuse, I'acide alpha-cetoglutarique, ainsi que 
d'autres addit'rfs eventuellement souhaites, tels que glucose, fructose ou electrolytes, sont dissous dans de 
I'eau, le pH dans la solution resultante est regie a une valeur de 4 a 6 au moyen d'alcalis, puis le compose 
susceptible de former de I'azomethine est ajoute avec melange. 
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